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(54) Title: New Lav-ll type of retrovirus susceptible of causing AIDS, antigens 
obtained from this retrovirus and corresponding antibodies, and their application 
to the diagnosis of AIDS. 

(57) The invention concerns a new variety of retrovims called LAV-II, a sample of which 
has been filed at the CNCM under the number 1-502. It also concerns antigens 
susceptible of being obtained from this virus, in particular proteins pi 3, and gp36, and 
gp160. These different antigens can be applied to the diagnosis of the disease, 
particularly by coming in contact with a serum of the patient on whom the diagnosis 
must be performed. Lastly, it concerns immunogenic compositions that contain, more 
specifically, at least one of the two glycoproteins gp36 and gp160. 
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65) LTnvention conceme una nouvelle vanfetfi de '«rw«nis, 
'i^ommfa UW-II. dont un Wiantillon a 6t6 d6pos6 J la 
CMCM sous l e n* l-SOa. EBe co nce me aussi le s sntigtoes 
susceptibles d-eue obtenus i parfir de ce viras. «n-particul«r 
des protftnes p13. gp36 et gpiett Ces difHrents antgfencs 
sent appScables au diagnostic de to maladie. notamment par 
mise en contact avec un sfimm du malade chez lequel to 
(fiagnostic ddt ftire effectuS. Elle conceme enfin des composi- 
tions immunoo6ne$ contenant plus particuTiSremert Tune au 
moina des deux glycoprotdines gp3B et gplBa 
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SIDA . 

^ L' invention est relative A une forme nouvelle de 

virus, ayant la capacite de provoquex des lymphad^nopa- 
thies susceptibles d'etre relay6es ensuite par le syndrome 
d'inununo-ddficence acquise (SIDA). L' invention conceme 

10 6galement des antigfines susceptibles d'Stre obtenus A 
partir de ce virus ou ayant avec celui-ci des propri6t6s 
en comnun. Elle concerne 6galement les anticorps 
susceptibles d'Stre provoqu6s centre ces divers antigfines. 
Enfin 1' invention concerne des applications de ces anti- 

15 g6nes ou anticorps au diagnostic de certaines formes du 
SIDA et, en ce qui concerne certains d'entre eux, 4 la 
production de compositions immunog^nes et de compositions 
vaccinantes contre ce retrovirus. 

L'isolement d'un premier retrovirus, dont avait 

20 et6 reconnue la responsabilit6 dans le d^veloppement du 
SIDA, a fait I'objet d'une description dans un article de 
F. BARRE-SINOOSSI et al d6s 1983 (Science, vol. 220, 
n* 45-99, 20, p. 868-iB71 ).L'application au diagnostic de 
la presence d' anticorps contre le virus de certains ex- 

25 traits de ce dernier, et plus particulifirement de certai- 
nes de ses prot6ines, a 6te plus sp6ciaiement decrite dans 
la demande de brevet europ6en n* 138.667. Ce retrovirus 
est connu sous la designation LAV. Depuis d'autres souches 
similaires et des variants du LAV ont et6 isol6s. On rap- 

30 pellera pour mfimpire ceux connus sous les designations 
HTLV-III et ARV. L'expression "LAV-I- couvre aussi I'en- 
semble de ces designations et les souches virales corres- 
pondantes. L' ensemble des virus identiques ou proches de 
I'isolat initial "LAV sera appel6 dans le present texte 

35 "LAV type 1' ou "LAV-I". Le nouveau retrovirus faisant 
I'objet du present brevet et les souches de virus qui en 
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sont proches, sont appel6s "LAV type II" ou "LAV-II-. 
Chaque isolat est suivi des trois premieres lettres du nom 
du jnalade dont il a 6tS isol6. On peut dSfinir 1* ensemble 
"LAV" comme un ensemble de virus causant soit des poly- 

5 adenopathies g6n6ralisees et persistentes, soit un SIDA et 
ayant in vitro un tropisme pour les cellules T4 chez les- 
quelles le retrovirus induit un effet cytopathogSne. Ces 
retrovirus se sont r6v616s distincts des autres retrovirus 
humains d6j4 connus (HTLV-I et HTLV-II). 

-,0 Bien qu'il y ait une assez grande variability git- 

netique du virus, les diff^rentes souches isoiees d ce 
jour & partir des malades americains, europSens, haitiens 
et africains ont en commun des sites antigSniques conser- 
ves sur leurs principals prot^ines : prot^ine du noyau (core) p25. 

15 et" glycoproteine d'enveloppe gp110 et prot6ine transmem- 
branaire gp41-43. Ceci permet d la souche prototype LAV-I 
deposee 4 la CNCM sous le n* 1-232 d'Stre utilis^e comme 
souche d'antigSnes pour la detection d'anticorps chez tous 
les types de malades, quelle que soit leur origine. Cette 

20 souche, dont le virus HTLV-lII isoie par R.C. GALLO et 

coll. ne peut etre distingue, est done utilises actuelle- 

ment pour la detection d'anticorps chez les donneurs de 

sang et les malades par ELISA, Immunofluorescence, les 

techniques dites de -Western Blot" (ou immuno-empreintes) 

25 et "RIPA" (Radio Immunoprecipitation Assay). 

Cependant-dans-une-etude-s6rologique_effectu6e_sur_ 



des malades natif s de Guinee-Bissau et hospitalises au 
Portugal, il a ete observe que certains donnaient des 
reactions sero-negatives ou trds faiblement positives par 
30 ces tests mettant eh oeuvre un lysat du LAV-I, alors 
qu'ils presentaient les signes cliniques et immunologiques 
du SIDA. » 

A partir des lymphocytes mis en culture de I'un de 
ces malades, il a ete isoie un retrovirus dont la struc- 
35 ture en microscopie eiectronique et le profil des 
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X'J. u„e »oiadr. parent*, si ce <.«e par,n.e 

5 ant«*ni,u. de sas pro«i»aa ,„e da 1 ■ hcolcia da ao„ 

materiel genetique. 

ce nouveau retrovirus, ci-apres appele LAV-II. ou 
aes retrovirus ayant des propri6t6s antig4ni,ues et x.mu- 
nologiques 6quivalentes . peuvent done constituer des sour- 
10 ces ^.antigenes POur le diagnostic de rinfection par ce 
virus et des variants induisant notanment un SIDA. en par- 
ticulier Chez les malades africains ou les personnes ayant 

sejourne en Afrique. 

ce virus a 6l:e isol6 de plusieurs naiades de 

Guinee-Bissau et des lies du Cap Vert, et en ^"^^^^^^ ^ 
partir du sang, preleve sous h^parine. d'un nalade de 28 
ans, originaire de la Guin6e-Bissau. h^t^rosexuel . gux 
n'avait jamais 6t6 ni trans£us6, ni toxicomane. II pr6- 
sentait depuis 1983 une importante diarrWe chronique, un 
20 amaigrissement important (17 kg) avec de la fiSvre par 
intermittence. R^cemment il a pr6sent6 des infections S 
Candida et Serratia, dont une candidose oesophagienne . 

typique du SIDA. 

n presentait fegalement une an&nie, une lymphop6- 

25 nie, un rapport lymphocytes T4/ lymphocytes T8 de 0,15, et 
une anergie cutanea. Ses lymphocytes en culture ne r6pon- 
daient pas d la stimulation par la phyto-h6moglutinine et 
la concanavaline A. II s'agissait finalement d'un SIDA. 

L' ensemble de ces signes t^moignait des symptomes 

30 -complexes lies au SIDA" ou "ARC" (abreviation anglaise de 
■AIDS Related Complex"), du type de ceux caus6s par le 
virus LAV-I. 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades 
et I'isolement du retrovirus ont 6t6 ef f ectu6s-selon la 
35 technique d6j& decrite pour I'isolement du LAV-I. (1) dans 
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1* article de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 
brevet europeen n' 84 401834/0 138 667. On les rappelle 
brievement ci-apres : stimulation des lymphocytes pendant 
3 jours par la phytohemagglutinine (PHA). Les lymphocytes 
5 ont ete cultives en milieu de culture RPM1- 16-40 
additionn^ de 10 \ de serum de veau foetal. 10 M Beta 
mercaptoethanol , d' interleukine 2 et de serum 
anti-interf ^ron a humain. 

La production de virus a ete suivie par son acti- 
10 vite transcriptase inverse, Dans le surnageant de culture, 
le pic d'activite virale est apparu entre le 14eme et le 
22eme jour, puis a decline, suivi par le d^clin et la mort 
de la culture cellulaire. 

Le virus a ensuite 6te propag6 sur des cultures de 
15 lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des lignees con- 
tinues d'origine leucemique, telles que HOT 78. II a 6te 
caract^rise comme ^tant relativement distinct du LAV-I par 
ses prot6ines, et son acide nucleique. Le virus a ete pu- 
rifie comme decrit dans les documents anterieurs d6jd men- 
20 tionnes. XI a ete depose d la "Collection Nationale des 
cultures de Micro-organismes" (CNCM) k I'INSTITUT PASTEUR, 
le 19 decembre 1985, sous le n* CNCM 1-502. D'une fa;:on 
generale 1' invention concerne tout virus equivalent con- 
tenant des proteines de structure qui pr^sentent les memes 
25 propri^tes immunologiques que celles du virus LAV-II depo- 
4 la CNCM sous le numero~I-502— Quelques-caract^risti— 
ques de ces proteines constitutives et de ses acides nu- 
cleiques, telles qu'elles resultent des essais realises 
dans les conditions qui suivent, sont indiquees ci-apres. 
3Q 1) Prot6ines : le virus a ete marqu^ metabolique- 

ment par la ^^S cysteine et la ^^S methionine, les cellu- 
les infect^es ^tant incubees en presence de ces acides 
amines radioactifs en milieu de culture depourvu de I'a- 
cide amine non marqud correspondant, pour une piriode de 
35 14 a 16 heures. Le surnageant est ensuite clarifie, puis 
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le virus ultracentiifug6 ime heure & 100 000 g sur un 
couasin de 20 % de saccharose. Les prlncipales prot^ines 
du virus sent s^parees par 61ectrophorSse dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 %) dans des conditions d6naturantes 
5 (SDS) ou dans un gel de polyacrylanide (10 %) + bis acry- 
lamide (0,13 \) avec SDS (0,1 * en concentration finale). 
On utilise comme poids inol6culaire de reference les mar- 
queurs color^s suivants coininercialis6s par la societe 
BRL : 

10 nyosine : 200 Kd 

phosphorylase B s 97,4 Kd 

BSA : 68 Kd 

ovalbunine : 43 Kd 

a chymotrypsine : 25,7 Kd 

15 p lactoglobuline : 18,4 Kd 

lyzozyme : 14,3 Kd 

Elles sont encore oieux distingu6es aprds imnunopr^cipi- 
tation (RIPA) ou par inmunoempreintes (Western blot) en 
utilisant les anticorps presents dans le s6rum du nalade : 

20 leur poids mol4culaire dSterminfi par leur migration appa- 
rente est tres proche sinon identique i. celles du LAV-I : 
pi 3, pi 8, p25 pour les protMnes internes, gp160 (poids 
moleculaire de 160 Kd ± 10 %) pour le precurseur de la 
glycoproteine d'enveloppe gp36 (poids moleculaire de 36 Kd 

25 ±5 \), pour la prot6ine transmenbranaire (inise en Evi- 
dence en particulier par la technique du Western blot) . 
Cependant, ces prot6ines, dans les systSmes de detection 
utilises au laboratoire ou par utilisation des tests 
commercialises par Diagnostics Pasteur sous la marque 

30 -ELAVIA" par exemple, ont 6t6 peu ou pas reconnues par des 
s6rums de malades anti-LAV-I. Seule la protfeine p25 a 6te 
faiblement immunoprecipit6e par de tels serums. La 
prot6ine d'enveloppe ne I'a pas 6t6. Le s6ruin du malade 
infect6 par le nouveau virus (LAV-II) reconnalt faiblement 

35 une prot6ine p34 du LAV-1. Dans le syst&ne de detection 
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utilisfe, les autres proteines du LAV-1 n'ont pas 6tS 
xeconnues . 

2) Acide nucleique : I'ARN du virus, depose sur 
filtre d'aprds la technique du "spot blot" n'a pas hybri- 

5 de, dans des conditions stringentes avec I'ADll du LAV-I. 
Par "conditions stringentes" on entend : les conditions 
dans lesquelles la reaction d • hybridation est faite en 
mettant le RNA du LAV- II en contact avec la sonde choisie 
Barqu6e radioactiveaent au p^^ (ou marque de facon diffe- 

10 rente), a savoir 4 42-C en presence de 50 % de formamide 
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a et6 faite la 
reaction d ' hybridation est lavee ensuite 4 65 'C dans un 
tampon contenant 0,1 % de SDS et 0,1 X SSC. 

Par conditions non stringentes, on entend les 

15 conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation est 
faite en mettant en contact avec la sonde choisie marquee 
au p^^ (ou marquee autrement), a savoir 4 42" C en presence 
de 30 \ de formamide pendant 18 heures. Le lavage de la 
membrane est realise 4 45'C avec un tanpon contenant 0,1 \ 

20 de SDS et 2 X SSC. 

on a dgalement realise des essais d ' hybridation 
avec une sonde d '.hybridation constitute par un plasmide 
recombinant pBTI obtenu par clonage de 1 'ADN du LAV-I 
provenant de tJIS (Cell 1985. vol. 40. p. 9) dans le vec- 
25 f"^ pDClB. E n conditions n on stringentes , seule une tr^s 
faible hybridation a 6t6 observ6e. 

D' autres sondes ont ete utilis6es : 
a) Des sondes simple brin de I'ADN du LAV-I sub- 
genomique 61abor6es k partir de sous-clones du genome du 
30 LAV-I mis dans le phage Ml 3. Les regions donees concer- 
naient le g6ne protease ou le gtoe -endonuclSase" . 

Seule une sonde de la region endonucl6ase de LAV-1 
(sequence de nucleotides comprise entre les bases n* 3760 
et 4130) a donn6 une hybridation faible en conditions non 
35 stringentes avc le LAV-11. La sonde -protease" (sequence 
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de nucleotides de LAV-I comprise entre les bases n' 1680 
et 1804) n'a pas hybrid^ meme en conditions non stringen- 

tes avec le LAV-II- 

b) Una sonde pRS3 constitute par la sequence co- 
5 dant pour la region "enveloppe" du LAV-X ( sous-clonage 
dans pUC18) n'a pas donn6 d' hybridation en conditions non 
stringentes avec LAV-II. 

La technique du "spot blofest appelee aussi "dot 

blot** (transfert par taches). 

10 Le virus LAV-II s ' est avtrt utilisable coiome 

source d'antigtoes pour la detection d'anticorps chez 
d'autres malades africains, Les diff brents antig^nes de 
LAV-II ont ete reconnus par des serums provenant d'autres 
malades de Guinee-Bissau atteints d'ARC, ou de personnes 

15 asymptomatiques dont les anticorps immunpprtcipitent les 

proteines du LAV2. 

Le LAV-II, tout comme le LAV-I, est cytotoxique a 
I'egard des lymphocytes T4 et n'a pas de parente antigeni- 
que avec les HTLV-I et HTLV-II. En particulier, les pro- 

20 teines du LAV-II ne donnent pas lieu A des reactions 
immunologiques croistes avec les proteines pi 9 et p24 des 
HTLV-I et HTLV-II r notamment dans les techniques de radio- 
immunoprecipitation ou RIPA (abreviation de 1' expression 
anglaise "Radioimmtmoprtcipitation-assay" ) - 

25 D'une facron gen6rale, 1' invention concerne toute 

composition contenant au moins I'une des proteines de 
LAV-II, cette composition pouvant 6tre appliqu6e au diag- 
nostic de la variete correspondante du SIDA, en mettant en 
oeuvre les techniques de diagnostic, telles que dtcrites 

30 dans la demande de brevet europten citte ci-dessus. A cet 
egard, 1* invention concerne plus particuli^rement des com- 
positions contenant les proteines p13, p18, p25, s'agis- 
sant des proteines internes,. ou les glycoproteines gp3€ ou 
gp160. Des compositions avantageuses contiennent l*ensem- 

35 ble des proteines du LAV-II ou plusieurs de ces proteines 
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et/ou glycopEOteines. On mentionnera a titre d'exemples de 
compositions, celles qui contiennent simultaneiaent ; 

- la p25 et la gp36, 

- la p25, les gp36 et gp160, 
5 - les p13, pl8 et p25, 

- les p18, p25 et gp 160 

L- invention concerne encore chacune de ces pro- 
teines a I'etat purifie. ea ce sens que chacune de ces 
proteines ne conduit qu'a une bande unique en electro- 
10 phorese sur gel de polyacrylamide. notament dans les 
conditions experimental es qui ont ete indiquees plus haut. 
' Tout procede appropri^ de separation et/ou de purification 
pour obtenir chacune d'entre elles peut etre utilise. On 
»entionnera a titre d'exe^nple de technique pouvant etre 
15 mise en oeuvre celle decrite par R.C. MONTELARO et Coll.. 
J. of Virology, juin 1982. PP. 1023-1038. 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d'exemples. En particulier. 1' invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1' ensemble de ces pro- 
20 twines et/ou glycoproteines . 

II doit cependant Stre entendu que 1' expression 
-compositions contenant une proteine ou glycoprot^ine de 
ce virus-, ne doit pas Stre entendue comme limit^e aux 
extraits ou lysats du virus LAV-II. 
25 L" invention concerne encore des compositions asso- 

ciant des prot -eine3-et/ou-glyeoproteines-du-IAy.^II .^vec. 



30 



cian^ ae& i/j.wi.«ij.">.- — . — - 

des proteines et/ou glycoproteines du LAV-I. De telles 
compositions, utilis^es pour le diagnostic, permettent par 
consequent des operations de diagnostic du SIDA ou des 
symptomes qui lui sont associ^s. qui s'^tendent sur un 
plus large spectre des agents etiologiques responsables. 
n va sans dire que I'utilisation pour les operations de 
diagnostic de compositions qui ne contiennent que des 
proteines et/ou glycoproteines de LAV-II n' en res te pas 
35 moins utile pour des diagnostics plus selectifs de la 
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categoric de retrovirus qui peut etre tenue pour 
responsable de la maladie. 

D'une facon g6n6rale, 1' invention concerne toutes 
compositions de ce type contenant une prot^ine, glycopro- 
t6ine ou polypeptide ayant des propri6t6s imunologiques 
6quivalentes 4 celles du LAV-II. Deux prot^ines sont dites 
-equivalentes- dans le cadre de cet expose, d^s lors 
qu'elles sont reconnues par les memes anticorps. 

Parmi les polypeptides. prot6ines ou glycoprot6i- 
nes equivalents, doivent Stre rang6s les produits d' ex- 
pression de sequences correspondantes des ADNs codant pour 
les sequences polypeptidiques correspondantes. 

I, 'invention concerne encore les ADNs ou fragments 
d'ADNs, plus particuliftrement ADNs et fragments d'ADNs 
15 clones obtenus a partir de I'ARN ou de cADNs d6riv6s de 
I'ARN du retrovirus LAV-lI- I. 'invention concerne encore 
particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN 
presentant des homologies de sequences avec I'ADN du 
LAV-It au moins 6gales 4 90 %. D'une fapon g&ierale, on 
dira encore que 1' invention concerne tout ADN (ou ARN) 
Equivalent capable d'hybrider avec I'ADN ou I'ARN du 
LAV-II dans la technique du "spot blot" dans des condi- 
tions non stringentes telles que definies ci-dessus. 

L' invention concerne de la m&ne fagon les scrums 
25 susceptibles d'etre produits che« 1' animal par inoculation 
4 celui-ci de LAV-II. L" invention concerne done plus par- 
ticuliSrement les anticorps polyclonaux plus specifique- 
ment orientSs contre chacune des proteines ou glycopro- 
teines du virus. Elle concerne aussi les anticorps mono- 
30 clonaux qui peuvent etre produits par des techniques clas- 
siques, ces anticorps monoclonaux 6tant orient^s plus spe- 
cif iquement contre les diffSrentfes proteines du LAV-II. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans diff^rentes applications. On mentionnera 
35 essentiellenent leur utilisation pour neutraliser les 



20 
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proteines corxespondantes, voir inhiber 1 ' inf eCtivite du 
virus entier. lis peuvent egalement Stre utilises, par 
example, pour mettre en evidence des antig^nes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour realiser des opera- 
tions de purification des proteines et/ou glycoprot6ines 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des 
colonnes de chronatographie d' affinity. 

11 est entendu que, d'une 

£a?on gen6rale, la litterature techni«iue disponible en ce 
qui concerne le LAV-I et le virus denonm^ HTLV-III doit 
atre consideree come faisant partie de la presents 
invention, des lors que les techniques decrites par cette 
litterature s'appliquent dans des conditions semblables 4 
l-isolement du virus LAV-Il ou de virus equivalents. 4 
robtention 4 partir de ces virus de leurs diff brents 
constituants (notamment prot6ines, glycoprot^ines , 
polypeptides, acides nucUiques). On peut 6galement faxre 
appel aux enseignements de cette litterature technique 
pour ce qui est de 1 • application des diff^rents 
constituants concern6s, notamment- 4 des operations de 
diagnostic des formes correspondantes de SLA ou de SIDA. 

I.- invention concerne ^galement tout virus 6qux- 
valent presentant des caracteristiques immunologiques 
propres au LAV-II. D'une fa?on gen6rale, I'invention 
concerne tout virus qui, outre les propri6t6s que poss6de 
d6po36-4-la-aiCM.-pre3ente_ encore les caract6- 



ristiques suivantes. 

ta cible pr6f6rentielle du retrovirus LAV-II est 
constitute par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) . II 
a une activit6 de transcriptase inverse nScessitant la 
presence d'ions Mg^^ et presentant une forte activity pour 
le poly(adenylate-oligod6oxy-thymidylase) {poly(A)-oligo- 
(dT) 12-18). II a une density de 1,16 dans un gradient de 
sucrose. II a un diaoStre moyen de 140 nanometre et un 
noyau ayant un diametre moyen de 41 nanometre. Les lysats 
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de ce virus contiennent une prot6ine p25 qui ne crpise pas 
imraunologiquement avec la prot^ine p24 du virus HTLV-I ou 
du virus HTLV-II. II contient une prot^ine p18 qui n'est: 
pas reconnue iHmunologiquement par la proteins p19 de 
5 HTLV-I ou de HTLV-II. II est cytotoxique pour les lympho- 
cytes T4 humains. II peut ^tre cultiv^ dans des lign^es 
peruianentes du type HUT ou expriaant la prot^ine T4. 

I. 'invention concerne encore un procede de pro- 
duction du virus LAV-II dans des lignees cellulaires 

•10 perraanentes derivees de lysaphocytes T4, par example du 
type cellules HUT 73 (lignee depos^e ^ la CSHm sous le n* * 
1-519 le 6 fevrier 1936), ce proced^ consistant ^ cultiver 
ces lignees prealableaent infect^es avsc 1© virus I.AV-II, 
et a ;:ecuperer les quantit<§3 de virus lib^r^es dans le 

Vi milieu de culture. I, 'infection pr(§alable peut notasnsnent 
etre rsalis6e coame suit : 

Les cellules HUT 78 (10^/q1) sont laises en cocul- 
tures avec des lymphocytes huoains noriaaux infectes (10 /- 
ml). i.e milieu de culture est du aPHI 1640 avec 10 % de 

20 servm do veau foetal, bout de 15 ^ 21 jours, on observe 
un effet cytopathogene des cellules HUT 78. On dose la re- 
verse transcrip-;:ase une senaine apres cette observation, 
dans le surnageant de culture. 

La pr^sente invention concerne plus particuliere- 

25 ment un precede de diagnostic In vit£o du SIDA, qui com- 
prend la aise en contact d'un serua ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diag- 
nostic avec une composition contenant I'lme au moins des 
proteines ou glycoproteines du LAV-II, ou encore un 

30 extrait ou lysat du virus, et la detection de la reaction 
immunologique. 

Des m^thodes pref^rees mettent en jeu des reactions 
immunoenzyroatiques de type CLISA pr exemple ou d'imrauno- 
fluoresents. Les titrages peuvent ^tre des mesures par 

35 immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
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immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la presente invention est egaleaent relative 
a des extraits de virus marques quel que soit le type de 
marquage : enzymatique, fluorescent, radioactif, etc. 
5 De teis titrages comprennent par exemple : 

le depdt de quantites deterininies de I'ejstrait ou des 
compositions visees conforroes a la presents invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

- 1 • introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
10 du serum d diagnostiquer ; 

- 1' incubation de la raicrcplaque ; 

- le lavage soigneux de la Jdcxoplaque avc un tampon ap- 
proprie ; 

- 1' introduction dans les puits de la niic?Joplaque d'anti- 
15 corps marques specif iques d * isimunoglobuiines humaines, le 

marquage etant realise par une enzyme choisie parmi eel les 
qui sont capables d'hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une .acdif ication de son absorp- 
tion des radiations, au laoins dans une bande de longueurs 
20 d^ondes determinee et 

- la detection, de preference de fa^on comparative par 
rapport a un temoin, de 1* importance de I'hydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentxels ou de 
la presence effective de la maladie. 

25 La presente invention est )§galement relative a des 

neessaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 

quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purif i6e des types de 
virus indiques ci-dessus, cet extrait ou fraction etant 

30 marqu6, par exemple de fagion radioactive, enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobuiines humaines ou une proteine A 
(fixee de ta^on avantageuse sur un support insoluble dans 
l*eau, tel que des billes d 'agarose) ; 

35 - un extrait de lymphocytes obtenus a partir d*une 
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personne en bonne sante ; 

- des tampons et , le cas echeant/des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

Comme il va de soi et comrae il results d'ailleurs 

5 deja de ce qui precede, 1' invention ne se limite nullement 
a ceux de ses modes d' application et de realisation qui ont 
ete plus specialement envisages ; elle en embrasse au con- 
traire toutes les variantes. 

L' invention concerne en particulier une composition 

10 immanogene contenant une glycoproteine d'enveloppe du virus, 
telle que la gp36 ou la gpl60 de ce virus, en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

En particulier, cette derniere composition peut etre 
dosee en antigene de fagon a permettre 1' administration d'une 

15 dose de 10 a 500, notamment de 50 a 100 roicrogrammes d' anti- 
gene par kilogramme. 

II est encore precise que dans les nombres qui sui- 
vent les indications "p" et/ou "gp" correspondent aux poids 
moleculaires approximatif s des proteines et/ou glycopro- 

20 teines correspondantes divisees par 1000. Par exemple la 
gp36 a un poids molecul^ire de I'ordre de 36 000. 

II convient de noter que, dans les memes conditions ' 
experimentales que celles utilisees pour determiner les 
poids moleculaires de proteines du LAV-II, le virus STLV-III 

25 decrit par Letvin et al. (Science 1985, vol. 230, p. 71) a 
une glycoproteine transmembranaire dont le poids mol^culaire 
est de 32 Kd et une proteine majeure du noyau (core) de 
28 Kd alors que la proteine du noyau (core) du LAV-II a un 
poids moleculaire de 25 Kd. 
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1 - composition contenant I'une au moins des pro- 
t6ine3 ou glycoprot^ines du virus purifie LAV-II ou d'un 
variant de ce virus ayant sensiblement les memes proprx6- 

5 t6s biologiques, notaoment de celui qui a ete d6pos6 4 la 
CNCM le 19 d6cembre 1985. sous le numero CHCM 1-502, ca- 
ract6ris6e en ce qu-elle contient la glycoprot6ine gp36 ou 

gp160 de ce virus. 

2 - composition selon la revendication 1 , caract*- 
10 ris6e en ce qu'elle consiste en un extrait total ou lysat 

- du susdit virus. ^ , 

3 - Methode pour le diagnostic In 2itE2 de la pre- 
sence d'anticorps anti-LAV-II dans un liquide biologique, 
et plus particuliSrement del" existence d'un SLA oud'un 

15 SIDA. . selon laquelle on met en contact un ^^^^ - - 
autre milieu biologique provenant du malade faisant 
rob jet du diagnostic, avec une composition selon la 
revendication 1 ou la revendication 9. et I'on d^tecte la 
r6action immunologique . 

20 4 - Kit pour le titrage de serums provenant de ma- 

lades souffrant du SIA ou du SIDA, caract6ris6 en ce qu'xl 

comprend : ^. x.- 
. une composition telle que definie dans la revendxcatxon 
1 ou la revendication 2. cette composition 6taat marquee ; 
25 - des anti-immunoglobulines humaines ; 
^un-extrajlt-de-lymphocy-te_obtenu i partir d'une personne 

en bonne sant6 ; 

- des tampons et, le cas 6ch6ant, des substrats pour la 
visualisation du du marquage ; . ,^ * 

30 - des moyens pour dStecter le conjuguS marqu6 resultant de 
la reaction immunologique entre les reactif s marques et le 

s6rum soumis au dosage. 

5 - composition immunogene contenant une glyccpro- 
tiine d'enveloppe du virus selon la revendication 1, telle 
35 que la gp36 ou la gp160 de ce virus, en association avec 
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un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

. - precede de purification de I'une des glycopro- 
t.ines lelon la revendication 1 d partir d'un extrait ou 
de ce Virus, caract.ris. en ce ^e ron realise une 
5 Lnopr.cipitation de ces .Ivcoprot.ines P« ^ 

patient connu pour P°"^^« ^"^^""'^^ "'^"''^ 

!es glycoproteines ou encore avec des antxcorps monoclo 

Produits par des hybridomes prdalablenent foraes et 
secr.tant lesdits anticorps eonoclonau. ceuK-ci recon- 
.0 naissant plus particuli.re.ent la .lycoprotexne 

7 - APticorps monoclonal caracteris6 par sa capa- 
,i reconnaitre specif iqueiaent I'une des susdites 



cite 



alvcoprotdines . 

a - L.3S hybridomes secr^teurs de 1-antxcorps mono- 

15 clonal selon la revendication 7. 

9 - Coi^position iimounog^ne selon la revendication 

i. cract^ris^e en ce qu'elle est dos^e en antig^ne de 

facou a peraettre 1 • administration d'une dose de 10 A 500. 

,io:'.ament de 50 & 100 microgramiaes par kilogramme. 
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